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RIASSUNTO 
“Il ruolo delle mast-cellule nella patogenesi del diabete mellito 
di tipo 1” 
 
 
Le mast-cellule (o mastociti) sono cellule infiammatorie che prendono 
origine da precursori emopoietici midollari che migrano praticamente in 
tutti i tessuti per completare la loro maturazione. Per alcuni aspetti sono 
simili a macrofagi, neutrofili e linfociti, ma, a differenza di questi si 
localizzano preferenzialmente in prossimità di superfici esposte all'ambiente 
esterno (cute, vie respiratorie, tratto gastrointestinale) dove sono spesso 
presenti patogeni e allergeni. Si ritiene pertanto che tali cellule 
rappresentino una prima linea di difesa nei confronti di infezioni batteriche 
o virali. 
Il diabete mellito, il più noto e diffuso disordine metabolico, è la risultante 
di fattori predisponenti e scatenanti, sia genetici che ambientali. In 
particolare, nel diabete di tipo 1 (T1DM) o insulino-dipendente, si ritiene 
che il fattore ambientale scatenante sia rappresentato nella maggior parte dei 
casi da un'infezione virale; nel diabete di tipo 2 (T2DM), invece, i fattori 
ambientali sono per lo più riconducibili all'obesità e allo stile di vita. 
Ci è sembrato pertanto interessante valutare la presenza delle mast-cellule 
(per le quali è stato ipotizzato un ruolo nella patogenesi delle malattie 
autoimmuni) nell'infiltrato infiammatorio peri-insulare nel pancreas di 
pazienti affetti da diabete mellito. I campioni di tessuto pancreatico, 
gentilmente forniti dal gruppo di ricerca del Prof. P. Marchetti del'U.O. di 
Diabetologia del Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, sono 
stati ottenuti da donatori multi-organo appartenenti a tre gruppi diversi: 
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controlli non diabetici (n=8), pazienti con T1DM (n=5) e pazienti con 
T2DM (n=5). Per ogni campione sono state osservate al microscopio 
elettronico 15 isole di Langerhans. 
I risultati ottenuti dimostrano che il numero di mast-cellule nell'infiltrato 
peri-insulare è significativamente maggiore nei pazienti con T1DM rispetto 
ai controlli e ai pazienti con T2DM (C 0.5±0.2; T1DM 1.8±0.3; T2DM 
0.4±0.1 mastociti/isola; p <0.001 T1DM vs C e T2DM). L'osservazione 
delle cellule dell'infiltrato al microscopio elettronico ha permesso inoltre di 
dimostrare che nei pazienti con T1DM (ma non in quelli con T2DM) 
diverse mast-cellule sono addirittura evidenziabili all'interno delle isole 
pancreatiche e che molte di queste cellule mostrano segni evidenti di 
attivazione funzionale. 
In conclusione, i nostri risultati indicano che le mast-cellule possono 
svolgere un ruolo, finora ignoto e ulteriormente da approfondire, nella 
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INTRODUZIONE 
 
FISIOPATOLOGIA DEL DIABETE MELLITO DI 
TIPO 1  
Con il termine di diabete mellito si indica comunemente una sindrome che 
in realtà comprende un gruppo di disturbi metabolici accomunati dal fatto di 
presentare una persistente instabilità del livello glicemico del sangue, 
passando da condizioni di iperglicemia, più frequente, a condizioni di 
ipoglicemia. 
 
La vecchia classificazione del diabete mellito suddivideva semplicemente in 
forme insulino-dipendenti (diabete mellito di tipo 1) e forme insulino-
indipendenti (diabete mellito di tipo 2) ma sia l'ADA (Associazione 
Diabetica Americana) che l'OMS (Organizzazione Mondiale della Sanità) 
hanno suggerito di abbandonare questa vecchia classificazione 
proponendone una nuova sulla base del meccanismo patogenetico.  
Secondo questa nuova suddivisione vengono riconosciute 4 forme di diabete 
mellito: 
1.  diabete tipo 1 (10%) 
        Tipo 1A autoimmune (95%) 
        Tipo 1B idiopatico (5%) 
2.  diabete tipo 2 (80-90%) 
3.  altri tipi di DM 
4. diabete gestazionale 
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Il diabete di tipo 1 (T1DM) è una malattia cronica autoimmune nella quale 
si verifica una progressiva distruzione immuno-mediata delle cellule β-
pancreatiche che determina una assoluta insulino-deficienza. (Borchers et 
al., 2010). 
Il diabete mellito di tipo 1 è uno stato di deficit assoluto o relativo di 
insulina che conduce ad una elevazione cronica delle concentrazioni di 
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Le cellule beta sono sensibili al glucosio e rilasciano insulina, ormone 
polipeptidico il cui ruolo principale consiste nel mantenere la glicemia a 
livelli fisiologici. Quando queste cellule vengono distrutte, i pazienti con 
T1DM perdono il controllo della concentrazione ematica di glucosio e ciò 
comporta sia condizioni acute (come la chetoacidosi) che complicazioni 
secondarie (come la cecità e l'insufficienza renale), che rendono necessario 
il ricorso alla terapia insulinica per normalizzare la glicemia. Il diabete di 
tipo 1 si sviluppa come conseguenza di una combinazione di 
predisposizione genetica, fattori ambientali ancora poco conosciuti ed eventi 
stocastici. L'incidenza del T1DM è drammaticamente aumentata negli ultimi 
due decenni, specialmente nei bambini fino a 5 anni (Bluestone et al., 2010). 
Nella maggior parte dei bambini il diabete mellito di tipo 1 esordisce con 
poliuria, polidipsia, iperfagia e dimagrimento anche se in alcune circostanze 
può avere un'insorgenza atipica. 
Sebbene il diabete di tipo 1 sia frequentemente definito come una malattia 
dell'infanzia, la maggior parte dei casi di T1DM è presente negli adulti. 
Tuttavia, i dati sull'incidenza, la genetica e l'efficacia di nuovi approcci 
terapeutici sono limitati a studi con esordio infantile nonostante i pazienti 
T1DM con insorgenza in età adulta presentino caratteristiche genetiche, 
immunologiche e cliniche differenti (Borchers et al.,2010).  
 
 
- Epidemiologia del diabete mellito di tipo 1 
L'incidenza del diabete di tipo 1 è altamente variabile tra le differenti etnie 
ma sembra comunque essere in aumento in quasi tutte le popolazioni, con 
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un incremento particolarmente alto nei paesi con una bassa incidenza di 
questa malattia. La spiegazione di queste disparità nel rischio di sviluppare 
il diabete di tipo 1 all'interno di gruppi etnici può essere probabilmente 
ricondotta a differenze sia genetiche che ambientali. 
L'EURODIAB, uno studio collaborativo che coinvolge 44 centri 
rappresentanti i principali Paesi europei ed Israele, indica un aumento 
annuale dell'incidenza del diabete di tipo 1 pari al 3-4%, sebbene negli stati 
centrali ed orientali dell’ Europa l'incremento sia molto più grande 
(Atkinson and Eisenbarth, 2001). 
Le due aree con la più alta incidenza di T1DM sono la Finlandia e la 
Sardegna, mentre i Paesi con la più bassa incidenza sono il Venezuela e la 
Cina, insieme ad altri stati asiatici che mostrano una bassa frequenza. Come 
la Finlandia, anche gli altri Paesi scandinavi hanno un indice molto alto di 
incidenza della malattia che tende invece a diminuire man mano che si 
scende verso i Paesi più a sud (alto nei Paesi del Regno Unito, intermedio 
negli stati europei centrali); questa osservazione suggerisce la presenza di 
un gradiente Nord-Sud in Europa. Tuttavia la Sardegna, con la seconda 
incidenza più alta in tutto il mondo, rappresenta un'evidente eccezione. 
Anche in Australia, Nuova Zelanda, Canada e negli USA c'è un'incidenza 
molto alta di diabete mellito di tipo 1, anche se la popolazione indigena 
Maori della Nuova Zelanda è raramente affetta dal T1DM rispetto alla 
popolazione discendente dagli europei (Borchers et al.,2010). 
In accordo con le stime della World Health Organization e con la 
International Diabetes Federation, i casi di diabete mellito sono aumentati, 
da 100-135 milioni di adulti malati in tutto il mondo nel 1994-1995 ad 
approssimativamente 246 milioni nel 2007, con più del 95% di casi 
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considerati di diabete di tipo 2 (Kolb and Mandrup-Poulsen, 2009). 
Inoltre è ormai evidente che il diabete mellito di tipo 1 non deve più essere 
considerata una patologia limitata all'età giovanile in quanto questa malattia 
può essere equamente prevalente negli adulti (Atkinson and Eisenbarth, 
2001). 
L'insorgenza del T1DM infatti si ha generalmente prima dei 30 anni, 
sebbene ci siano picchi di giovani diabetici tra i 10 ed i 14 anni, con una 
predominanza di ragazze malate. Al contrario, nell'età più adulta, dopo i 25 
anni, è presente una più alta predominanza di uomini affetti da diabete di 
tipo 1 (Borchers et al.,2010). 
 
 
 - Genetica e Fattori Ambientali  
Il diabete di tipo 1 viene definito una malattia multifattoriale in quanto 
determinato da una combinazione di fattori genetici e ambientali che 
contribuiscono alla eziopatogenesi della malattie secondo modalità ancora 
parzialmente controverse. 
Durante gli ultimi 25 anni, per studiare i meccanismi patogenetici 
responsabili dell’insorgenza del T1DM sono stati utilizzati due nuovi 
modelli animali: 1) i ratti BioBreeding e 2) i ratti NOD (diabetici non obesi) 
i quali hanno molti aspetti in comune con la malattia che si sviluppa 
nell'uomo, inclusi i loci genetici di suscettibilità e l'influenza di fattori 
ambientali.  
Gli studi con i topi NOD, in particolare, hanno dimostrato che il diabete in 
questi animali insorge come conseguenza della perdita della regolazione 
della risposta immunitaria, che ha come risultato l'espansione delle cellule T 
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CD4+ e CD8+ auto-reattive, la produzione di auto-anticorpi mediata dalle 
cellule B e l'attivazione dell'immunità innata che determinano la distruzione 
delle cellule β-pancreatiche che producono insulina (Bluestone et al.,2010).  
Il diabete di tipo 1 immuno-mediato può quindi essere considerato una 
patologia infiammatoria delle isole pancreatiche, in cui l'interazione tra le 
cellule presentanti l'antigene (APC) e le cellule T causa la prolungata 
presenza ad alte concentrazioni di mediatori dell'infiammazione, come 
citochine, chemochine e specie reattive dell'ossigeno (Donath et al., 2003). 
Negli ultimi anni grazie l'avvento della PCR e di altre tecnologie molecolari, 
insieme ai dati relativi all'ampia casistica di famiglie di individui affetti da 
diabete insulino-dipendente, hanno permesso di ampliare considerevolmente 
la conoscenza dei geni in grado di conferire suscettibilità alla malattia. 
Questi studi sono andati ad aggiungersi alla classica analisi di linkage che 
sfrutta la presenza di marcatori polimorfici nel genoma, cioè frammenti di 
DNA presenti nella popolazione in alleli multipli, la cui trasmissione può 
essere facilmente seguita attraverso le varie generazioni. 
 
 Geni MHC.  
L'analisi di linkage del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), 
dapprima nel topo e poi nell'uomo, ha permesso di evidenziare il suo ruolo 
predominante nella predisposizione al diabete di tipo 1. La regione HLA, 
localizzata sul braccio corto del cromosoma 6, è infatti il principale 
determinante genetico finora identificato; essa sembrerebbe contribuire per 
quasi il 40% al rischio genetico per il diabete di tipo 1. Tale locus, 
denominato IDDM1, comprende i geni che codificano per le molecole 
HLA-DQ e HLA-DR (MHC di classe II). Queste glicoproteine sono 
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coinvolte nel legame e nella presentazione degli antigeni peptidici al 
recettore delle cellule T helper CD4+. Il riconoscimento del complesso 
HLA-peptide da parte del recettore delle cellule T, insieme a un segnale 
"co-stimolatorio", determina l'attivazione delle cellule T e innesca la 
risposta immunitaria specifica. Un'alterata espressione dei geni che 
codificano per queste proteine potrebbe, quindi, determinare difetti della 
presentazione dell'antigene, con conseguente compromissione dei processi 
di induzione della tolleranza e delle risposte immunitarie antigene-
specifiche. È interessante notare che combinazioni specifiche di alleli HLA 
conferiscono un diverso grado di predisposizione genetica: alcuni genotipi 
sono associati a un'elevata predisposizione, altri sembrano essere neutrali, 
altri ancora, invece, sarebbero "protettivi", determinando cioè una minore 
probabilità di sviluppare la malattia. 
Sebbene la funzione di questi geni in relazione alla risposta immunitaria sia 
ben conosciuta, il loro specifico contributo alla patogenesi del diabete di 
tipo 1 rimane ancora poco chiaro e tuttora questa patologia sembra piuttosto 
unica tra le malattie immunitarie dato che, oltre a determinare suscettibilità, 
certi aplotipi MHC provvedono ad una significante protezione (Atkinson 
and Eisenbarth, 2001).  
 
All'interno del complesso HLA i loci DRB1 0401, DRB1 0401, DRB1 
0405, DQA1 0301, DQB1 0302 e DQB1 0201 risultano gli aplotipi HLA-
DR e HAL-DQ associati ad un alto rischio di sviluppo del diabete di tipo 1, 
i quali sono comuni nel Nord America ed in Europa, mentre certi alleli 
come DRB1 1501, 1401 o 0701 e DQB1 0602, 0503 o 0303 conferiscono 
una forte protezione (Bluestone et al.,2010).   
	   12	  
 IDDM2.  
Il secondo locus genico di rilievo nel conferire suscettibilità alla malattia, 
denominato IDDM2, è localizzato sul braccio corto del cromosoma 11 e 
comprende la regione regolatoria altamente polimorfica del minisatellite 
VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) al 5' del gene dell'insulina. 
Alleli VNTR con un numero di ripetizioni del minisatellite inferiore a 50 
(classe I) conferiscono predisposizione al diabete di tipo 1. Tale aumentata 
suscettibilità si osserva essenzialmente in individui omozigoti per gli alleli 
di classe I; la presenza invece di almeno un allele con alto numero di 
ripetizioni (classe III) riduce il rischio di insorgenza della malattia. È inoltre 
interessante notare che all'interno della classe III alleli differenti 
conferiscono un diverso grado di protezione, da cui l'ipotesi che il locus 
IDDM2 abbia un effetto dominante protettivo. Il diabete mellito di tipo 1 
perciò rappresenta un disordine eterogeneo e poligenico, con un numero 
(circa 20) di loci non-HLA che contribuiscono alla suscettibilità a 
sviluppare la malattia (Atkinson and Eisenbarth, 2001). 
Sia studi con i topi NOD che indagini su pazienti diabetici hanno 
evidenziato il ruolo predominante delle cellule T autoreattive, durante 
l'insorgenza e nella progressione della malattia. Le cellule dendritiche ed i 
macrofagi sono le prime cellule dell'infiammazione ad entrare in gioco, 
infiltrando nel pancreas dei topi NOD approssimativamente a tre mesi. 
Questo implica l'infiltrazione delle cellule T che possono essere ritrovate 
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Il quadro anatomo-patologico che si viene così a delineare prende il nome di 








In molti casi, è stato dimostrato che queste cellule T riconoscono 
autoantigeni insulari (come insulina, glutammato decarbossilasi GAD e Zn-
trasportatore 8) pertanto tale riconoscimento potrebbe essere l'evento chiave 
che porta allo sviluppo del diabete di tipo 1, patologia in cui si evidenzia 
fortemente il difetto nella selezione negativa dei linfociti T nel timo 
(Bluestone et al.,2010). 
Il diabete mellito di tipo 1 infatti, nella visione tradizionale, è causato dalla 
distruzione immuno-mediata delle cellule β-pancreatiche, innescata da 
agenti ambientali in individui geneticamente predisposti (Donath et al., 
2003). 
Recenti osservazioni sostengono che fattori ambientali siano responsabili 
dell'insorgenza del diabete di tipo 1 (Atkinson and Eisenbarth, 2001) e 
grazie agli studi sulle popolazioni migranti si è potuto capire l'importanza di 
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tali agenti (Borchers et al.,2010). 
I fattori ambientali possono essere classificati in tre gruppi: 
1- infezioni virali (come ad es. Coxsackievirus e Cytomegalovirus)  
2- alimenti  
3- tossine (N-nitroso derivati) 
 
Altri fattori non-genetici possono includere la somministrazione di vaccini, 
stress e influenze climatiche (Atkinson and Eisenbarth, 2001). 
Questi fattori ambientali favoriscono l'instaurarsi dei meccanismi 
autoimmunitari che conducono alla distruzione delle beta-cellule. 
 
 
Le osservazioni riportate di seguito sono a supporto dell'importanza dei 
fattori ambientali nell'eziologia del T1D: 
✓ la concordanza del T1DM nei gemelli monozigoti è del 30-50% 
evidenziando che almeno il 50% dell'eziologia non è dovuta a fattori 
genetici    
✓ popolazioni a basso rischio acquisiscono un più alto rischio di T1DM 
quando migrano in aree con una più alta incidenza 
✓ rapidi aumenti dell'incidenza del T1DM in così pochi anni in   
popolazioni non-migranti 
✓  variazioni stagionali nell'incidenza del T1DM 
✓  differenze nell'incidenza del T1DM tra popolazioni geneticamente 
comparabili (Donath et al., 2003). 
Le infezioni virali sono fortemente implicate nell'insorgenza del diabete di 
tipo 1 negli individui geneticamente suscettibili e molti componenti dei 
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virus sono attivatori del TLR-signalling (Pino et al., 2010).  I Toll-Like 
Receptors (TLR) sono un gruppo di proteine PRRs (Pattern Recognition 
Receptors) responsabili del riconoscimento delle molecole "non-self", le 
quali attivano la risposta immune innata. Questi TLRs riconoscono i 
patogeni attraverso l'interazione con i PAMPs (pathogen-associated 
molecular patterns) anche se il meccanismo esatto mediante il quale le 
infezioni virali portano al diabete di tipo 1 rimane elusivo (Pino et al., 
2010). Molti studi ciononostante evidenziano come molti virus (virus della 
parotite e della rosolia, enterovirus, cytomegalovirus e DNA rotavirus) 
siano implicati nella patogenesi del T1DM, in quanto componenti virali 
fungono da ligandi per i TLRs (Pino et al., 2010).  
Quindi è molto probabile che l'ambiente abbia un forte effetto sullo sviluppo 
del diabete di tipo 1 e sulla progressione della malattia.  
 
Nel caso dei topi NOD, l'incidenza del T1DM diminuisce drammaticamente 
quando i topi sono esposti a stimoli microbici, grazie all'iniezione di 
micobatteri o attraverso il contatto con prodotti microbici (Bluestone et 
al.,2010). Osservazioni simili sono state riportate nell'uomo, con lo sviluppo 
della cosiddetta "hygiene hypothesis", la quale suppone che l'aumento 
dell'incidenza del T1DM sia molto più evidente nei Paesi industrializzati 
con una riduzione dell'esposizione ai parassiti (Bluestone et al.,2010). A 
questo riguardo recenti studi hanno dimostrato che i batteri "commensali" 
proteggono i topi NOD dall'insorgenza del diabete di tipo 1 (Bluestone et 
al.,2010). Infatti molteplici infezioni durante i primi anni di vita sono 
associate ad un ridotto rischio di sviluppare il diabete (Atkinson and 
Eisenbarth, 2001). Recenti studi hanno dimostrato infatti che i topi NOD 
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vengono protetti dai batteri "commensali" e ricerche di laboratorio 
supportano il potenziale ruolo dei virus nella patogenesi del diabete di tipo 
1, sia a causa del mimetismo antigenico o della possibilità che certe 
infezioni batteriche possano andare a rompere la tolleranza al "self", 
attivando la risposta immunitaria innata (Bluestone et al.,2010).  
 
- L'insulite come processo infiammatorio alla base del diabete 
mellito di tipo 1   
L'insulite è quel processo infiammatorio che coinvolge le insule di 
Langerhans, caratterizzato dalla presenza di un infiltrato linfo-monocitario 
che inizia nella zona insulare perivasale e si estende poi a circondare ed 
invadere l'insula stessa. Durante tale processo, le cellule beta-insulari 
appaiono il bersaglio ultimo del processo immunitario e diminuiscono 
progressivamente di numero finché, al termine del processo lesivo, l'insula 
risulta atrofica e costituita quasi esclusivamente da cellule alfa e delta.  
L'insulite è considerata patognomonica per il diabete mellito di tipo 1 nei 
bambini (Peter In't Veld, 2011) ed è caratterizzata da necrosi cellulare e da 
infiltrazione di cellule T. I linfociti T predominanti sono i CD8+ ma 
l'infiltrato può contenere anche linfociti T CD4+, linfociti B e macrofagi.  
 
La risposta cellulare è accompagnata dalla produzione di antoanticorpi 
contro una vasta gamma di antigeni beta-cellulari, non ancora 
completamente definiti (Peter In't Veld, 2011). Infatti il diabete di tipo 1 è 
una patologia autoimmune che si sviluppa per l'attivazione delle cellule T 
contro il "self" in cui si ha l'autodistruzione delle cellule  β-pancreatiche a 
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causa dell'interazione del sistema immunitario con un intricato network di 
fattori ambientali e genetici. 
Fenotipizzare l'infiltrato cellulare nelle lesioni è solo il primo passo nel 
processo di identificazione degli auto antigeni. Infatti le isole di Langerhans 
sono ampiamente disperse in un’estesa matrice di tessuto esocrino e 
formano sono l' 1-2% del tessuto parenchimale del pancreas, con le lesioni 
infiammatorie che spesso sono rare e non omogeneamente distribuite nella 
ghiandola, ma localizzate all'interno di pochi lobi, mentre isole in altri lobi 
rimangono intatte (Peter In't Veld, 2011). L'insulite è solitamente 
caratterizzata da infiltrati infiammatori mononucleari nelle isole 
pancreatiche dei malati T1DM ed il reclutamento delle cellule dell'immunità 
nel sito di infiammazione sembra seguire una specifica sequenza di fasi 
successive. Vista la relazione tra infezione virale delle cellule β-
pancreatiche ed insulite, molti esperimenti studiano la presenza di isole 
positive agli enterovirus (con autoanticorpi) nei bambini non diabetici. Ciò 
suggerisce che l'assenza di cambiamenti, nelle isole infettate da enterovirus, 
sia uno stage molto precoce nel processo della malattia, con il virus già in 
situ, ma non ancora scatenata la risposta autoimmune (Dotta et al.,2010). 
Il tessuto pancreatico è difficile da studiare in quanto è poco accessibile, 
comunque studi recenti su pancreas isolati da pazienti diabetici dimostrano 
come i linfociti CD8+ siano le cellule immunitarie dominanti nell'infiltrato 
(Bluestone et al.,2010).    
Nell'uomo, durante gli stadi precoci dell'insulite, le popolazioni più 
abbondanti sono i linfociti T citotossici CD8+ ed i macrofagi mentre i 
linfociti B prevalgono nelle fasi più tardive del processo infiammatorio. 
Inoltre, sia in casi di recente insorgenza del T1DM che in casi di diabete 
	   18	  
fulminante, nelle lesioni insulitiche sono espresse citochine e chemochine 
come IFNα, IFNγ e CXCL10,  che sembra abbiano un ruolo chiave nel 
reclutamento delle cellule immunocompetenti nelle isole pancreatiche 
(Dotta et al.,2010).  
IFNα, IFNγ e CXCL10 contribuiscono quindi alla progressione del processo 
infiammatorio, in quanto l'infezione virale induce le cellule β-pancreatiche a 
produrre INFγ, che a sua volta stimola la secrezione di CXCL10 con azione 
chemoattraente per le cellule T, i macrofagi e cellule NK dentro le isole 
dove rilasciano altre citochine, amplificando così la risposta immune e 
l'autoimmunità fino alla completa distruzione delle cellule β-pancreatiche. 
In questo processo è coinvolto anche il TLR-3 espresso sulle cellule 
pancreatiche umane iper-regolato nelle cellule β-pancreatiche a causa della 
presenza di dsDNA virale. Il legame tra il TLR-3 ed il dsDNA virale attiva 
infatti la cascata del segnale che porta all'espressione delle citochine pro-
infiammatorie (IFNα, IFNγ, TNFα) e delle chemochine (CXCL10) 
attraverso fattori di trascrizione come NFkB e IRF3 (Dotta et al.,2010). 
L'insulite è quindi un processo complesso che consiste nell'induzione, 
nell'amplificazione e nel mantenimento (o risoluzione) dell'insulite stessa 
(Dotta et al.,2010).  
Molte informazioni sull'insulite ci vengono fornite da studi sui topi NOD 
(topi non obesi ma spontaneamente diabetici), in cui però il ruolo dell’ IFNγ 
rimane ancora controverso in quanto nei topi NOD deficienti per IFNγ il 
diabete di tipo 1 si sviluppa in modo simile ai topi NOD wild-type 
(Bluestone et al.,2010). E' interessante notare che la distruzione di Tbx21, il 
gene che codifica per il fattore di trascrizione Tbet, che controlla la 
produzione di IFNγ, migliora la malattia. Comunque, questo potrebbe essere 
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dovuto al ruolo che Tbet esercita sulle cellule T e sulle cellule dendritiche 




Mediatori infiammatori coinvolti nella patogenesi del 
diabete 
ll diabete mellito di tipo 1 è una malattia metabolica multisistemica che 
deriva da un alterato metabolismo dell'insulina che si manifesta con 
iperglicemia e chetoacidosi. E' una malattia autoimmune organo-specifica in 
cui i linfociti T sono auto-reattivi contro antigeni "self" delle isole di 
Langerhans con conseguente distruzione delle cellule β-pancreatiche. Si 
tratta infatti nel 90% dei casi di una reazione di ipersensibilità ritardata 
(DTH) con danno tissutale prodotto dall'attivazione di cellule del sistema 
immunitario. 
L'interazione prolungata tra le cellule APC e le cellule T porta alla presenza 
continua di alti livelli di concentrazione di mediatori infiammatori, come 
per esempio di citochine, chemochine, specie reattive dell'ossigeno (ROS) 
ed altri prodotti del processo infiammatorio (Donath et al., 2003). 
 
Nel diabete di tipo1, la massa β-cellulare è ridotta del 70-80% al momento 
della diagnosi e causa di ciò sono sia il grado variabile di insulite che 
l’assenza di necrosi β-cellulare rilevabile e questo suggerisce che la perdita 
di cellule β si verica lentamente negli anni (Cnop et al.,2005) . 
Del tutto diversa appare invece la patogenesi del diabete di tipo 2 che  è 
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molto variabile ed include sia una parziale diminuzione del numero delle 
cellule β-pancreatiche ma soprattutto la presenza del fenomeno della 
resistenza all'insulina (Cnop et al.,2005). 
Ciononostante, evidenze sempre più numerose tendono a dimostrare lo 
stretto collegamento tra il diabete di tipo 1 ed il diabete di tipo 2, con la 
morte delle cellule β-pancreatiche per apoptosi che potrebbe rappresentare il 
comune denominatore cellulare in entrambe le patologie (Donath et al., 
2003). Sebbene le due forme di diabete mellito abbiamo eziologia e 
patogenesi differenti, la distruzione β-cellulare, sia pure in maniera diversa, 
si verifica in entrambi i casi. 
Nei modelli animali, studiando la sequenza di eventi che portano 
all'infiammazione, è possibile analizzare e capire quali sono le cellule che 
costituiscono l'infiltrato insulitico. Le prime cellule coinvolte sono le APC 
(cellule presentanti l'antigene) seguite dei linfociti T, mentre i linfociti B 
non sembrano rivestire un ruolo chiave nello sviluppo del diabete di tipo 1 
nell'uomo (Donath et al., 2003). Gli anticorpi non sono considerati degli 
effettori patogenetici ma piuttosto dei markers della malattia a causa 
dell'attivazione immune poli-clonale (Donath et al., 2003) 
 
Ci sono due possibili alternative riguardo gli effettori coinvolti nella 
patogenesi del T1DM nell'uomo: 
✓ la distruzione β-cellulare mediata dall'azione citotossica delle  
cellule T attraverso le vie Fas/FasL, TNFα ed il sistema perforina/granzimi 
✓          la distruzione β-cellulare causata principalmente da mediatori 
infiammatori come le citochine, che inducono l'apoptosi delle cellule beta.  
In realtà nessuno dei due meccanismi da solo può essere responsabile della 
	   21	  
completa distruzione β-cellulare (Donath et al., 2003) ed è quindi probabile 
che sia i mediatori dell'infiammazione che le cellule T  forniscano il loro 




Figura	  2	  Meccanismi	  responsabili	  della	  distruzione	  delle	  cellule	  beta 
 
 
E' stato infatti dimostrato che le citochine rappresentano un prerequisito per 
l'induzione di Fas sulle β-cellule, sensibilizzandole in tal modo da portarle 
alla distruzione. Le citochine da sole o in combinazione causano l'apoptosi 
delle cellule β-pancreatiche sia nell'uomo che nei modelli animali (Donath 
et al., 2003). 
Quindi le citochine sono al centro di entrambi i meccanismi patogenetici, in 
particolare le citochine pro-infiammatorie IL-1β, TNFα e IFNγ sono 
responsabili del processo apoptotico, che caratterizza sia il diabete di tipo 1 
che il diabete di tipo 2.  
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IL-1β è secreta dai macrofagi attivati e, paradossalmente, in alcune 
circostanze anche dalle cellule β stesse invece TNFα è prodotto e secreto 
solamente dai macrofagi e IFNγ solo dalle cellule T-helper (Donath et al., 
2003). 
Queste citochine, oltre a provocare danni diretti al pancreas endocrino, 
possono stimolare anche meccanismi di autodifesa come l'induzione, 
causata da IFNγ, dell'espressione della indoleamina 2,3-diossigenasi (IDO) 
da parte delle cellule β-pancreatiche. L’enzima indoleamina 2,3-
diossigenasi catalizza la conversione dell’aminoacido essenziale triptofano 
in chinurenine. Questa proprietà conferisce a IDO la capacità di inibire la 
risposta immunitaria sia causando la deplezione dal microambiente di 
triptofano, che è necessario ai linfociti T per proliferare ed espandersi, sia 
producendo metaboliti che possono causare l’apoptosi dei   linfociti T.  
E' importante anche il ruolo delle chemochine, quali CXC-chemochina 
ligando 10 (CXCL10), CC-chemochina ligando 2 e CCL20, secrete dalle 
cellule β-pancreatiche, che reclutano i macrofagi e altre cellule 
infiammatorie nelle isole di Langerhans. 
In vitro, IL-1β è la citochina più citotossica, sufficiente a causare 
l'inibizione della funzione delle cellule β-pancreatiche e spesso anche 
l'apoptosi. Comunque, l'induzione massima del processo apoptotico a livello 
pancreatico di solito richiede la combinazione di IL-1β più IFNγ e/o TNFα. 
Se IL-1β da sola, in vivo, riesca ad evocare l'apoptosi nelle cellule β è 
ancora controverso (Donath et al., 2003).  
 
Anche l'espressione di FasLigando sulle cellule T può mediare l'apoptosi 
attraverso l'interazione con Fas, espresso sulle β-cellule. 
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Fas ligando (FasL) è una proteina di membrana di tipo 2 appartenente alla 
famiglia TNF e svolge un ruolo importante nella induzione della morte 
cellulare. Dunque il legame Fas-FasL porta all'apoptosi delle cellule 
esprimenti Fas. 
Normalmente le cellule β-pancreatiche non esprimono Fas ma lo fanno dopo 
essere state stimolate delle citochine, rendendosi così suscettibili al processo 
apoptotico mediato da FasLigando. Anche le alte concentrazioni di glucosio 
a cui sono esposte le cellule β-pancreatiche inducono una up-regolazione 




La morte delle cellule beta pancreatiche come 
complicazione del diabete 
L'apoptosi è un processo altamente regolato che, grazie ad una serie di 
eventi coordinati determina la morte cellulare programmata, e che, in 
condizioni normali, contribuisce al mantenimento dell'omeostasi tissutale. 
Al contrario della necrosi, che è una forma di morte cellulare accidentale 
risultante da uno stress  acuto o da un trauma cellulare, l'apoptosi è portata 
avanti in modo ordinato e richiede consumo di energia (ATP).  
Nel processo apoptotico sono state evidenziate una via estrinseca ed una 
intrinseca che hanno in comune l'attivazione degli effettori centrali 
dell'apoptosi, un gruppo di proteasi chiamate caspasi, responsabili della 
distruzione degli elementi strutturali (citoscheletro) e funzionali (organuli) 
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della cellula. 
Il fattore di necrosi tumorale  (Tumor Necrosis Factor o TNF), una proteina 
di 157 amminoacidi con funzione di segnale intercellulare (appartenente alla 
classe delle citochine) prodotta principalmente dai macrofagi, è il principale 
mediatore estrinseco dell'apoptosi. La membrana cellulare ha due recettori 
specializzati per TNF: TNF-R1 e TNF-R2. Il legame del TNF al TNF-R1 è 
considerato l'innesco della via che attiva le caspasi. 
Il recettore Fas (o Apo-1 o CD95), è un altro recettore dei segnali apoptotici 
estrinseci e appartiene alla superfamiglia dei recettori TNF.  
Il legame tra TNF e apoptosi dimostra il perché una produzione anormale di 
TNF giochi un ruolo fondamentale in varie malattie umane, specialmente 
(ma non solo) in quelle autoimmuni, come il diabete. 
Sebbene la relazione tra l'apoptosi delle cellule β-pancreatiche e 
l'autoimmunità debba essere completamente stabilita, è evidente che 
l'induzione dell'apoptosi mediante l'azione delle cellule T è un fattore 
dominante nel meccanismo di insorgenza del diabete di tipo 1 (Lee and 
Pervaiz, 2006). Infatti dall'analisi delle cellule β-pancreatiche di soggetti 
malati si può osservare un aumentato livello di espressione di Fas (CD95) 
sulla superficie cellulare e dal confronto con cellule β-pancreatiche di 
soggetti sani si nota come Fas non sia costitutivamente espresso (Lee and 
Pervaiz, 2006).  
L'utilizzo di anticorpi neutralizzanti FasL pertanto blocca il segnale 
apoptotico, conservando così un'adeguata funzionalità delle cellule β-
pancreatiche,  ritardando lo sviluppo e la progressione del diabete di tipo 1.  
In vitro, l'esposizione delle cellule β-pancreatiche alla citochina IL-1β 
(oppure alla combinazione di citochine IL-1β + IFNγ) causa cambiamenti 
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nella funzionalità cellulare simili a quelli osservati nei pazienti pre-diabetici: 
• elevati livelli di proinsulina/insulina 
• perdita della secrezione dell'insulina in risposta al glucosio, causata 
dalla diminuzione (mediata da IL-1β) della fusione dei granuli con la 
membrana β-cellulare (Cnop et al.,2005). 
 
Dopo una prolungata esposizione a IL-1β + IFNγ e/o TNFα, ma non alle 
singole citochine, l'alterazione della funzionalità evolve verso la  morte β-
cellulare (Cnop et al.,2005). 
Dunque queste citochine inducono stress cellulare, che porta sia 
all'attivazione di geni protettivi ma anche di geni deleteri per la 
sopravvivenza delle cellule β. 
IL-1β attiva il fattore di trascrizione nucleare NFkB, che normalmente si 
trova in forma inattiva nel citosol legato all’inibitore IkB. NF-κB si può 
trovare in tutti i tipi di cellule ed è coinvolto in tutte le risposte delle cellule 
a stress di varia natura, quali ad es. quello indotto da citochine, radicali 
liberi, irradiazione con ultravioletti e dall’attacco proveniente dagli antigeni 
di batteri o virus. NF-κB gioca un ruolo chiave nella regolazione della 
risposta immunitaria alle infezioni, mentre una non corretta regolazione dell' 
NF-κB è stata collegata al cancro, ai processi infiammatori, agli shock 
settici, alle infezioni virali, alle malattie del sistema immunitario ed alle 
patologie autoimmuni, come il diabete mellito di tipo 1.  
Nelle cellule β-pancreatiche NFkB regola il normale rilascio dell'insulina e 
l'espressione della ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) (Cnop et 
al.,2005). Le β-cellule sono particolarmente sensibili all'ossido nitrico (NO), 
il quale è tossico e determina stress che conduce all'apoptosi. 
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NFkB gioca un ruolo chiave nel controllo di molteplici networks di geni, i 
quali influenzano lo stadio di differenziamento delle cellule β e l'omeostasi 
del calcio nel reticolo endoplasmatico. La perdita dell'omeostasi del Ca+2 
infatti determina l'accumularsi di proteine non correttamente ripiegate 
(unfolding) e l'attivazione di specifiche risposte allo stress che, se 
prolungate nel tempo, attivano la morte cellulare programmata mediata dalle 
caspasi (Cnop et al.,2005). 
Questo fattore di trascrizione una volta nel nucleo attiva l'espressione genica 
di Fas, recettore della superfamiglia TNF, il quale promuove l'apoptosi delle 
cellule β-pancreatiche (Espinoza-Jiménez et al.,2012). 
L'azione di IL-1β da sola però non è sufficiente ad attivare NFkB e ciò 
suggerisce la necessità di un intervento sinergico dell’IFNγ nei confronti del 
signalling di IL-1β in grado di causare l'apoptosi β-cellulare (Cnop et 
al.,2005). IFNγ si lega al recettore di superficie e attiva le tirosinchinasi 
JAK1 e JAK2 che fosforilano il fattore di trascrizione  STAT1, il quale 
dimerizza e trasloca nel nucleo dove va a legarsi a sequenze specifiche di 
DNA.  
Sebbene l'identità precisa e la regolazione dei geni coinvolti nel 
meccanismo dell'apoptosi debbano essere ancora chiarite, i dati disponibili 
suggeriscono che NFkB e STAT1 hanno un ruolo chiave e che il destino 
delle cellule β-pancreatiche dipende dalla durata dell'esposizione alle 
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Il ruolo funzionale dei mastociti nello sviluppo del 
diabete di tipo 1  
I mastociti (mast-cellule, MCs) sono noti per essere le cellule effettrici in 
diversi tipi di reazioni, quali le reazioni allergiche, l’immunità innata, 
l’autoimmunità, le malattie infiammatorie croniche e l’arteriosclerosi. Nel 
1878 Paul Ehrlich fu il primo a riconoscere queste cellule, da lui chiamate 
“mastzellen”, e descriverle come cellule contenenti granuli (Weller et al., 
2011). Oggi sappiamo che i mastociti contengono granuli basofili e che 
sono localizzati nei tessuti connettivi umani. I MCs sono distribuiti 
praticamente in tutti i tessuti vascolarizzati, e di norma si ritrovano in 
prossimità dei vasi sanguigni, dei nervi, delle cellule muscolari lisce, delle 
ghiandole secernenti muco e dei follicoli piliferi, e in quei tessuti che sono 
esposti all’ambiente, tra i quali la pelle, le vie respiratorie e il tratto 
gastrointestinale (Weller et al.,2011). 
L'origine dei MCs tissutali non è stata chiara per molto tempo. Oggi è 
confermata l'ipotesi che i MCs umani derivano da una linea di cellule 
pluripotenti CD34+ presenti nel midollo osseo, circolano nel sangue sotto 
forma di precursori immaturi per poi migrare nei tessuti dove maturano 
sotto l'influenza di SCF (Stem Cell Factor) e di altre citochine che si trovano 












 Figura	  3	  Sviluppo	  dei	  MCs	  	  	  
- Fenotipo e localizzazione dei mastociti 
I MCs sono attualmente considerati la prima linea di difesa contro le 
infezioni (Walker et al.,2012) e la loro posizione strategica ne è la prova, 
permettendo loro di agire rapidamente in caso di invasione di microbi, 
comunicando con le altre cellule coinvolte nella risposta immunologica, sia 
di tipo naturale che specifica (Weller et al.,2011). 
Il reclutamento dei MCs nei differenti tessuti è un processo altamente 
regolato, rigido e specifico durante i differenti stati infiammatori. 
Dunque queste cellule sono estremamente eterogenee, dal fenotipo 
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"plastico" (Weller et al.,2011) con un ruolo fondamentale nel mantenimento 
dell'omeostasi e nella difesa contro i patogeni partecipando sia alla risposta 
innata che all'immunità specifica. Questa loro eterogeneità è dovuta 
probabilmente al microambiente che li circonda e dai mediatori e patogeni 
che incontrano (Weller et al.,2011). 
I MCs contribuiscono anche al processo infiammatorio, infatti all'interno del 
sito di infezione i mastociti si trovano vicino alle cellule T (Geoffrey et 
al.,2006). Queste cellule pertanto agiscono come vere e proprie sentinelle in 
caso di invasione di microbi, grazie anche alla loro posizione strategica 
(Weller et al.,2011) che permette loro una rapida comunicazione con le 
cellule dell'immunità. 
Nei topi esistono due sottopopolazioni di mastociti: 
✓  CTMCs, connettivali 
✓  MMCs, mucosali 
Questa classificazione si basa principalmente sulla localizzazione dei 
mastociti,  sui mediatori contenuti e sulla risposta agli stimoli (Weller et 
al.,2011). Nei roditori infatti è presente una eterogenea espressione di 
proteasi, come le chimasi, le triptasi e le carbossipeptidasi. 
I CTMCs contengono sia chimasi che triptasi, mentre i MMCs solo chimasi 
(Weller et al.,2011). 
Anche i MCs umani si distinguono per due tipi di proteasi: 
✓  MCT (triptasi) 
✓  MCTC (triptasi chimasi)  
Tuttavia i MCs umani sono meno tessuto-specifici (Weller et al.,2011). 
Le proteasi sono i principali ed i più abbondanti mediatori associati ai 
mastociti anche se il loro ruolo difensivo è ancora da stabilire. 
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- Risposte specifiche dei MCs 
I mastociti intervengono nella genesi delle reazioni allergiche, di 
ipersensibilità e anafilattiche e quando vengono attivati rapidamente 
secernono il contenuto dei loro granuli mediante un processo definito 
degranulazione. La degranulazione è una reazione veloce ed efficace ed è 
sufficiente che due IgE contigue contraggano il legame con l'antigene per 
scaturire la risposta biologica dei mastociti (Fig. 4). 
 
 
Figura	  4	  Degranulazione	  dei	  MCs	  
 
I granuli contenuti nei MCs hanno un diametro di circa 0,3-0,8 µm e 
appaiono al microscopio elettronico a trasmissione come vescicole 
delimitate da membrana, dal contenuto eterogeneo (in particolare istamina 
ed eparina) ma comunque destinato alla secrezione. Questi granuli spesso 
sono così stipati da mascherare il nucleo. Nel citoplasma sono anche 
presenti corpi lipidici che contengono riserve di acido arachidonico, a 
partire dal quale possono venir rapidamente prodotti i leucotrieni quando 
vengono attivati i mastociti. La membrana plasmatica dei MCs ha la 
capacità di invaginarsi in numerose e sottili espansioni e contiene i recettori 
per la porzione Fc delle IgE, le quali dopo la prima esposizione all'antigene 
rimangono sulla superficie dei MCs.  
Tramite la degranulazione vengono secreti mediatori preformati solubili 
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come l'istamina ma anche mediatori carichi positivamente e negativamente 
(Weller et al.,2011). L'istamina è il prodotto di decarbossilazione 
dell'istidina e ha azione vasodilatatrice e fa  aumentare la permeabilità 
vascolare.  
L'eparina invece è un glicosaminoglicano con forte carica elettrica negativa 
e potente azione anticoagulante.  
Dunque differenti mediatori possono essere rilasciati in base ai differenti 
segnali di attivazione (Weller et al.,2011). Un altro mediatore secreto dai 
MCs è il TNF (Fattore di Necrosi Tumorale) che può rimanere associato alle 
particelle insolubili e venire rilasciato lentamente e per un tempo prolungato 
oppure può compiere lunghe distanze, dal sito di infezione al linfonodo 
(Weller et al.,2011). I mastociti sono cellule abili a far arrivare le risposte di 
difesa lontano dal sito di rilascio dei granuli e ciò rappresenta un 
meccanismo di comunicazione cellulare.  
Sebbene il rilascio dei mediatori sia dovuto principalmente alla 
degranulazione, esiste anche una seconda tipologia di risposta dei MCs che 
consiste nella sintesi de novo delle citochine e delle chemochine (Weller et 
al.,2011). Occorrono alcune ore dopo l'attivazione dei MCs per la sintesi di 
IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, le quali una volta rilasciate mediano il 
processo infiammatorio, promuovendo il reclutamento cellulare verso il sito 
di infezione (Weller et al.,2011). 
Inoltre possono essere rilasciati i leucotrieni, prodotti rapidamente per 
conversione catalitica, i quali agiscono localmente sull'endotelio vascolare 
promuovendo il "rolling" dei neutrofili (Weller et al.,2011). Come i 
leucotrieni, anche le prostaglandine vengono rapidamente sintetizzate e 
contribuiscono alla permeabilità vascolare, alla chemiotassi, alla produzione 
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di muco e all'attivazione delle cellule nervose (Weller et al.,2011). 
Numerosi studi confermano il coinvolgimento dei mastociti nelle patologie 
autoimmuni, in quanto interagiscono con le cellule del processo 
infiammatorio e modulano la funzione di molte cellule del sistema 
immunitario potendo così essere coinvolte nella patogenesi di queste 
malattie (Walker et al.,2012). 
 
- Attivazione dei mastociti 
Il meccanismo di attivazione dei MCs è mediato dall'aggregazione dei 
recettori FcεRI, ad alta affinità per le IgE (Weller et al.,2011). Questi 
recettori sono presenti sulla superficie cellulare dei mastociti e possono 
legare la porzione Fc sia delle IgE che delle IgG, diventando così "sensibili" 
all'antigene, dopo la prima esposizione.  
Esiste però anche un'attivazione non IgE-dipendente, mediata da una varietà 
di meccanismi i quali includono il complemento, le proteasi, le citochine, 
l'adenosina, i TLRs, i neuropeptidi e l'iperosmolarità     (Fig. 5) (Weller et 
al.,2011). 
Il sistema del complemento è un componente essenziale del sistema 
immunitario e fa parte dei meccanismi di difesa umorali contro gli agenti 
infettivi. Esso è costituito da proteine circolanti e proteine di membrana, 
capaci di interagire reciprocamente e con le membrane cellulari. Le 
componenti plasmatiche del complemento sono presenti in circolo in forma 
inattiva. L'attivazione a cascata delle proteine solubili è alla base di attività 
biologiche come la lisi cellulare, batterica o virale, in quanto il fine ultimo 
del complemento è rappresentato dalla formazione di pori nella parete di 
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microrganismi.  
Durante l'attivazione del complemento si ha inoltre il reclutamento di varie 
cellule immunocompetenti (macrofagi, linfociti B e linfociti T) e vengono 
prodotte sostanze che intervengono nella risposta infiammatoria causando 
vasodilatazione ed aumento della permeabilità vasale (C3a, C5a).  
L’attivazione può avvenire attraverso una “via classica” (formazione di 
complessi antigene- anticorpo) oppure attraverso una “ via alternativa” (es. 
endotossine, polisaccaridi complessi, IgA). In entrambi i casi il punto chiave 
è rappresentato dall’attivazione della frazione C3. 
C3a e C5a hanno la capacità di attivare i mastociti e di indurre l'espressione 
genica delle chemochine nei MCs (Weller et al.,2011). I recettori del 
complemento sono differentemente espressi sulla superficie cellulare dei 
mastociti in base alla localizzazione tissutale, ad esempio nel polmone i 
MCtc esprimono C5aR mentre i MCtc no (Weller et al.,2011). 
Il riconoscimento iniziale dei microbi comunque è mediato da un set di PRR 
(pattern recognition receptors) che includono: 
 TLRs (toll like receptors) 
 NLRPs (leucine-rich repeat proteins) 
 NLRs (NOD-like receptors) 
Questi PRR sono presenti su numerose cellule immunitarie tra cui le mast-
cellule (Weller et al.,2011).  
I TLRs e le NLRPs sono una famiglia di recettori di superficie e citosolici 
che riconoscono quindi i PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) 
come l'endotossina LPS presente sulla parete nella membrana esterna dei 
batteri Gram- ed il peptidoglicano, polimero che costituisce uno strato nella 
parete batterica e conferisce rigidità. 
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I MCs umani e murini esprimono TLR 1-7 e -9 ed una specifica 
stimolazione (mediata da differenti patogeni) è in grado di indurre diverse 
risposte delle mast-cellule (Weller et al.,2011).  
Il LPS ha la capacità di stimolare il TLR4 e di indurre la produzione di 
citochine senza degranulazione mentre il peptidoglicano stimola TLR2 






Figura	  5	  Attivazione	  dei	  MCs 
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- Mastociti ed immunità 
I MCs sono considerati classicamente cellule dell'immunità innata che 
agiscono rapidamente in caso di infezioni e in presenza di allergeni. 
Recentemente però è emerso il loro potenziale ruolo nella patogenesi delle 
malattie autoimmuni (Walker et al.,2012). I mastociti infatti influenzano il 
priming delle cellule T attraverso l'espressione delle molecole MHC di 
classe II  (Walker et al.,2012) e una volta attivati provvedono direttamente 
all'espressione dei recettori sulla loro superficie cellulare in modo tale da 






Figura	  6	  Attivatori	  dei	  MCs	  e	  molecole	  rilasciate	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Sebbene esperimenti condotti su colture cellulari siano utili allo studio delle 
basi molecolari relative al coinvolgimento dei MCs nella patologia del 
diabete mellito di tipo 1, la rilevanza dei risultati in vitro non è chiara. I 
primi dati a sostegno di un coinvolgimento dei MCs nelle patologie 
autoimmuni provengono da studi condotti con due ceppi di topi mast-cell-
deficienti, (WBxC57BL/6) F1-KitW/KitWv (W/Wv) e C57BL/6KitWsh/KitWsh 
(W-sash) (Walker et al.,2012). Questi topi hanno mutazioni nel gene c-kit, 
storicamente definito locus W (Walker et al.,2012). Il gene c-kit codifica per 
Kit, un membro della famiglia di recettori tirosinchinasici di tipo III, il quale 
lega il fattore di crescita delle mast-cellule SCF. Ad eccezione dei mastociti, 
l'espressione di questo recettore decresce con il progredire della 
maturazione cellulare fino a scomparire nelle cellule differenziate. La 
mutazione presente a livello di questo locus genico determina quindi un 
ridotto signalling per il corretto sviluppo dei MCs (Walker et al.,2012). I 
topi W/Wv sono anemici, neutropenici e sterili, mentre invece i topi W-sash 
sono fertili, non anemici e non neutropenici, ma con difetti nella 
pigmentazione della pelle e con un fenotipo "anxiety-like" (Walker et 
al.,2012).   
Nei topi MC-deficienti KitWsh/KitWsh si perde dunque la tolleranza verso il 
"self" ed entrano in gioco i Treg (Shi and Shi, 2012). I linfociti Treg sono 
una sottopopolazione di cellule T che modulano il sistema immunitario 
contribuendo al mantenimento della tolleranza verso il "self", andando a 
sopprimere la risposta immune delle altre cellule,  e prevenendo così 
l'insorgenza di patologie autoimmuni come il diabete di tipo 1.  
I Treg hanno un ruolo immunosoppressivo chiave (Shi and Shi, 2012) e nei 
topi MC-deficienti KitWsh/KitWsh non si ha pertanto tolleranza. 
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In vitro, l'interazione tra CD4+ CD25+ Foxp3+ MCs e Treg riduce la 
degranulazione e la mobilizzazione del Ca2+ senza il coinvolgimento 
complessivo delle citochine (Shi and Shi, 2012). Quindi l'azione dei Treg 
stabilizza i mastociti ed inoltre sopprime l'espressione dei recettori FcεRI 
(Shi and Shi, 2012). 
L'utilizzo di questi modelli animali KitWsh/KitWsh e KitW/KitWv ha permesso 
di dimostrare che le mast-cellule partecipano direttamente al fenomeno 
dell'obesità (Shi and Shi, 2012).  
 
Recenti scoperte hanno evidenziato che il tessuto adiposo bianco (WAT) 
"ospita" durante la maturazione cellule appartenenti alla linea dei mastociti, 
le quali possono risiedere poi nell'intestino e nella pelle dove adempiono 
alla loro funzione (Shi and Shi, 2012). Il WAT delle persone obese contiene 
un numero maggiore di MCs rispetto alle persone magre. Nel WAT i 
mastociti interagiscono con i Treg e con i linfociti CD4+ e CD8+, 
attivandoli. Esperimenti con animali obesi hanno dimostrato il 
coinvolgimento e l'infiltrazione delle mast-cellule nel tessuto adiposo 
bianco, dove tramite contatti cellula-cellula o rilascio di mediatori 
infiammatori possono contribuire al fenomeno dell'obesità (Shi and Shi, 
2012). E' noto infatti come l'utilizzo di anticorpi anti-TNFα vada a 
migliorare la resistenza all'insulina (Shi and Shi, 2012). 
I mastociti partecipano direttamente anche nella patogenesi del diabete 
mellito di tipo 2 (insulino-indipendente), una patologia altamente complessa 
caratterizzata dalla perdita delle cellule β-pancreatiche e dalla resistenza 
all'insulina (Chang-Chen et al.,2008). E' una malattia metabolica, tipica 
dell'adulto, dovuta sia all'insufficiente produzione di insulina dalle cellule  
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β-pancreatiche (insulino deficienza relativa) che all'insulino-resistenza, cioè 
alla scarsa sensibilità delle cellule dei tessuti bersaglio all'azione 
dell'insulina. L'obesità è considerata la causa principale del diabete di tipo 2 
nei soggetti che sono geneticamente predisposti alla malattia. Questa 
patologia infatti si manifesta solo in quei soggetti che non riescono a 
sostenere il meccanismo di compensazione delle cellule β-pancreatiche 
(Prentki and Nolan, 2006).  
Inizialmente l’organismo reagisce all'insulino-resistenza grazie ad un 
adattamento delle cellule β-pancreatiche che incrementano la loro massa e la 
loro funzione secretoria (Chang-Chen et al.,2008). Contribuiscono alla 
risposta compensatoria β-cellulare probabilmente un aumento dei nutrienti 
(in particolare glucosio ed acidi grassi liberi) ed ormoni come l'insulina ed il 
GLP-1 (glucagon-like peptide 1), il quale intensifica la proliferazione β-
cellulare ed agisce come fattore di sopravvivenza attraverso diversi 
pathways (Prentki and Nolan, 2006).  
Ciononostante, dopo un determinato periodo il meccanismo compensatorio 
fallisce e la sintesi insulinica diminuisce, ponendo le basi per l’insorgenza 
del diabete mellito di tipo 2. Un persistente eccesso di nutrienti, di acidi 
grassi e l'iperglicemia influenzano negativamente la funzione delle cellule 
β-pancreatiche (Chang-Chen et al.,2008). Nel diabete di tipo 2 la morte 
delle cellule β-pancreatiche si verifica conseguentemente all'aumento dei 
livelli di glucosio in circolo combinato con la presenza di acidi grassi saturi, 
insieme all'attivazione del sistema dell'immunità innata (Donath et al., 
2003). Dai risultati ottenuti dagli studi sui modelli animali emerge che la 
dislipidemia e la iperglicemia vadano ad influenzare negativamente le 
cellule β-pancreatiche, incrementando il processo dell'apoptosi (Cnop et 
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al.,2005).  
Gli esatti meccanismi molecolari con cui il glucosio stimola le cellule β-
pancreatiche e la loro proliferazione però non sono ancora stati chiariti 
(Chang-Chen et al.,2008). La glucotossicità quindi, almeno in parte, 
potrebbe essere alla base della patogenesi del diabete di tipo 2. E' noto 
infatti che l'esposizione cronica ad alti livelli di glucosio determina nei topi 
alterazioni fenotipiche e dell'espressione genica (Cnop et al.,2005). Queste 
alterazioni potrebbero risultare dal rilascio di citochine, dallo stress 
ossidativo e dallo stress del reticolo endoplasmatico, tutti meccanismi che 
inducono cambiamenti dell'espressione genica e della sopravvivenza 
cellulare (Cnop et al.,2005). La glucotossicità infatti determina disfunzioni 
mitocondriali con produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS), stress 
del ER ed aumentati livelli di calcio intracellulare (Chang-Chen et al.,2008). 
I meccanismi attraverso i quali i ROS determinano una diminuzione della 
massa β-cellulare non sono ancora ben conosciuti, anche se molti studi 
suggeriscono che la generazione di ROS possa attivare vie di trasduzione 
regolate da NFkB e JNK (Chang-Chen et al.,2008). In aggiunta allo stress 
ossidativo anche l'iperglicemia cronica porta all'apoptosi delle cellule β-
pancreatiche in quanto l'esposizione ad alti livelli di glucosio aumenta il 
Ca+2 citosolico che rappresenta uno dei segnali proapoptotici  (Chang-Chen 
et al.,2008). Questo suggerisce che l'apoptosi delle cellule β-pancreatiche 
possa essere una conseguenza dell'iperglicemia, fenomeno che induce 
l'aumento del rilascio di IL-1β a livello delle isole (Cnop et al.,2005). 
Il ruolo del Ca+2 nel processo apoptotico delle cellule β-pancreatiche ha 
sempre suscitato molta attenzione (Donath et al., 2003).  
L'aumento del glucosio citosolico infatti causa un corrispettivo aumento 
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della concentrazione di ATP (prodotta dal catabolismo del glucosio) e ciò 
determina la chiusura dei canali ionici per il potassio (ATP-dipendenti) che 
causa depolarizzazione. A sua volta tale depolarizzazione determina 
l'apertura dei canali ionici voltaggio dipendenti del calcio che si aprono e 
fanno sì che la concentrazione intracellulare di calcio aumenti. Il calcio 
funziona da messaggero intracellulare inducendo l'esocitosi dei granuli di 
insulina (Prentki and Nolan, 2006). Il Ca+2 inoltre, entrando nelle β-cellule 
attraverso i canali L voltaggio-dipendenti,  regola il signalling di IL-1β, che 
contribuisce all'attivazione dell'apoptosi attivando NFkB (Cnop et al.,2005). 
Da questo ione dipende il processo apoptotico IL-1β-mediato, infatti 
bloccando i canali L si previene la morte cellulare programmata delle cellule 
β-pancreatiche (Donath et al., 2003).    
L'esposizione cronica delle isole pancreatiche murine alle citochine IL-1β e 
IFNγ combinate induce un aumento dell'attività dei canali L voltaggio-
dipendenti, determinando una concentrazione tre volte maggiore di Ca+2 
citosolico associato all'apoptosi (Donath et al., 2003).  
 
Dunque accanto alle ovvie e ben note differenze è possibile evidenziare la 
presenza anche di parecchie similitudini tra le due forme di diabete mellito 
(Cnop et al.,2005).  
I dati suggeriscono che i meccanismi che portano alla morte delle cellule β-
pancreatiche sono indotti dai nutrienti e dalle citochine, rispettivamente nel 
diabete di tipo 2 e di tipo 1, convogliando nell'attivazione finale di:  
 IL-1β  
 NFkB 
 Fas 
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Quindi la cascata del segnale IL-1β--NFkB viene definita "pathway finale 
comune" per le cellule β-pancreatiche in entrambe le forme di diabete 
mellito (Cnop et al.,2005). 
 
Recenti scoperte evidenziano la diretta partecipazione dei mastociti nella 
patogenesi del diabete di tipo 2 (Shi and Shi, 2012). Topi DIO (diet-induced 
obesity) sviluppano infatti sia intolleranza al glucosio che insulino-
resistenza, meccanismi che al contrario non si manifestano nei topi  
KitWsh/KitWsh e KitW/KitWv (Shi and Shi, 2012). 
Il ruolo dei MCs nel diabete mellito di tipo 1 è molto più complicato, ma 
grazie agli studi con i modelli animali si è compreso che la deplezione delle 
mast-cellule è un importante meccanismo di sviluppo del T1DM (Shi and 
Shi, 2012).  
I modelli di studio ampiamente utilizzati per gli studi sul diabete di tipo 1 
includono anche topi NOD (non-obese spontaneously diabetic) e topi 
linfopenici e spontaneamente diabetici BioBreeding (BB) (Walker et 
al.,2012). Questi modelli animali condividono delle caratteristiche con la 
patologia umana. Anche i topi diabetici infatti presentano loci di 
suscettibilità genetica ed in particolare i topi NOD sono caratterizzati dalla 
perdita della regolazione dell'immunità, con un meccanismo simile a quello 
umano, il quale determina l'espansione delle forme autoreattore delle cellule 
CD4+ e CD8+, la produzione di auto-anticorpi secreti dalle cellule B e 
l'attivazione delle cellule dell'immunità innata che collettivamente vanno a 
distruggere le cellule β-pancreatiche (Walker et al.,2012).  
Il ruolo dei MCs può variare nei vari modelli animali di T1DM. Topi BB e 
topi NOD sviluppano spontaneamente il diabete autoimmune ed in questi 
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modelli animali i mastociti promuovono la migrazione dei linfociti T verso 
il sito di infiammazione, tramite la produzione ed il rilascio di citochine e 
chemochine e indirettamente aumentando l'espressione delle cellule di 
adesione endoteliali (Shi and Shi, 2012).    
Inoltre gli studi con i topi BB hanno dimostrato che le cellule β-pancreatiche 
murine esprimono eotossina, una chemochina che determina l'infiltrazione 
dei neutrofili e dei mastociti nelle isole pancreatiche (Shi and Shi, 2012).  
I mastociti sono definiti regolatori tessuto-residenti del processo 
infiammatorio, coinvolti nelle prime fasi di reclutamento dei leucociti 
regolando anche l'attività delle cellule dendritiche (DC) (Chmelar et 
al.,2013).  
Il ruolo principale delle DC è quello di catturare l'antigene e presentarlo 
mediate le molecole MHC di classe II alle cellule T e sono perciò definite 
cellule presentanti l'antigene (APC) insieme ai macrofagi ed ai linfociti B. 
 
Le mast-cellule quindi influenzano la maturazione, la migrazione e l'attività 
delle cellule dendritiche, provvedendo all'attivazione delle cellule T 
attraverso un altro pathway (Shi and Shi, 2012). 
Quindi il meccanismo di attivazione dei mastociti, il grado di 
coinvolgimento e le molteplici modalità d'azione nel corso del diabete di 
tipo 1 sono ancora oggi oggetto di studio anche se plausibilmente le mast- 
cellule esercitano effetti antinfiammatori mediante il rilascio di una varietà 
di mediatori chimici ed alterano la funzionalità dei Treg, anche se 
parallelamente agiscono come cellule pro infiammatorie (Fig. 7)  (Shi and 
Shi, 2012). 







	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figura	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  Meccanismi	  d'azione	  di	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SCOPO DELLA TESI 
 
In letteratura è stata approfonditamente studiata la capacità 
immunoregolatrice delle MCs ottenute da modelli animali, mentre ci sono 
ancora pochi lavori sulle cellule isolate da pancreas umani, vista anche la 
difficile accessibilità e reperibilità di questo organo. 
La possibilità di studiare al microscopio elettronico le mast-cellule presenti 
nell'infiltrato pancreatico di pazienti diabetici può quindi  aiutarci a 
comprendere come e attraverso quali meccanismi queste cellule 
infiammatorie danneggiano le β-cellule. 
Il progetto sperimentale oggetto della mia Tesi, svolto in collaborazione con 
il gruppo di ricerca del Prof. P. Marchetti dell'U.O. di Diabetologia del Dip. 
di Medicina Clinica e Sperimentale,  aveva lo scopo di studiare il 
coinvolgimento di diversi tipi cellulari all’interno dell’infiltrato peri-
insulare in pazienti affetti da diabete mellito. A questo fine sono stati 
utilizzati campioni di pancreas umano ottenuti da donatori multi-organo 
appartenenti a tre gruppi diversi: controlli non diabetici (n=8), pazienti con 
T1DM (n=5) e pazienti con T2DM (n=5). 
In particolare l'obiettivo di questo lavoro è stato quello di:  
 valutare la presenza delle mast-cellule nell'infiltrato infiammatorio peri-
insulare nel pancreas di pazienti affetti da diabete mellito 
 indagare come i mastociti si distribuiscono nei diversi campioni  
pancreatici  
 confrontare i diversi infiltrati al microscopio elettronico per dimostrare 
il differente coinvolgimento delle mast-cellule nel diabete mellito di 
tipo 1 e 2. 
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MATERIALI E METODI 
 
I campioni di pancreas da 18 donatori multi-organo (8 controlli non 
diabetici, 5 con diabete di tipo 1, 5 con diabete di tipo 2) sono stati studiati 
con l'approvazione del nostro comitato etico locale. 
 
 CARATTERISTICHE CLINICHE DEI PAZIENTI 
Sample    Data                  Age       Gender       Height(m)    Weight(Kg)    BM       Death            
CTRL    23/11/2010             38              F                1.70               65          22.49        CVD               
CTRL    19/01/2011             76             M               1.70               70           24.22      Trauma         
CTRL    29/01/2011             39             M               1.75             100           32.65         CVD              
CTRL    16/02/2011             67             M               1.75               75            4.49         CVD            
CTRL    08/03/2011             53              F                1.65              70          25.71         CVD              
CTRL    28/03/2011             22             M               1,75               60           19.59      Trauma        
CTRL    05/04/2011             62             M               1.72              103           34.82         CVD              
CTRL    18/04/2011             61             M               1.80                80           29.09         CVD  
 
T1D      08/09/2001               =                =                   =                =              =                  =               
T1D      23/05/2002               19             M                                                                   Trauma          
T1D      07/12/2010               73             F                 1.50              70            22.22          CVD             
T1D      23/01/2011               73             F                 1.60              70            27.34          CVD            
T1D      06/07/2011 
 
T2D     06/11/2010                 78            M                1.70              75            25.95      Trauma      
T2D     11/11/2010                72             M               1.80             105            32.41        CVD             
T2D     07/02/2011                68             M               1.80               90            27.78        CVD              
T2D     20/06/2011                                                                                                                                                 
T2D     08/09/2011                                                                                                                                                 
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Microscopia ottica 
I campioni di tessuto sono stati fissati in liquido di Bouin per 24 ore a 
temperatura ambiente, disidratati in etanolo ed inclusi in paraffina. 




Gli stessi campioni di tessuto, fissati in liquido di Bouin per 24 ore a 
temperatura ambiente, disidratati in etanolo ed inclusi in paraffina, sono 
stati poi utilizzati per studi immunoistochimici. 
Le sezioni da 2-3 µm sono state deparaffinate, reidratate per immersione in 
etanolo in scala decrescente ed incubate con anticorpi policlonali di coniglio 
anti-CD117 umano o anti-IgE, diluiti 1:200 in PBS e 0,1% di BSA 
overnight a 4°C. 
Successivamente è stata eseguita l’incubazione con anticorpo secondario 
(anti-rabbit IgG) diluito 1:300 in PBS overnight a 4°C. 
Come cromogeno è stata utilizzata la Diaminobenzidina (DAB), nella quale 
i preparati sono stati immersi per 10 minuti, per ottenere una reazione 
cromatica della giusta intensità. 
 
Microscopia elettronica 
I campioni di tessuto sono fissati con 2,5% di gluteraldeide in 0.1 mol/l di 
tampone fosfato, pH 7.4, per 2 ore a 4°C.  
I frammenti sono poi lavati in tampone fosfato e sottoposti a post-fissazione 
in tetrossido di osmio (0,1% in tampone fosfato 0,1 M) per 30 min a 4°C. 
I campioni sono stati disidratati in una scala crescente di etanolo, trasferiti 
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in ossido di propilene ed infine inclusi in PolyBed 812.  
Le sezioni ultrafini (da 60 a 80 nm di spessore) sono state tagliate con un 
coltello di diamante, posto su griglie di rame (200 mesh) e colorate con 
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RISULTATI 
Come ricordato in precedenza, lo scopo di questa Tesi consiste nello studio 
del possibile coinvolgimento delle mast-cellule nella patogenesi del diabete 
autoimmune. A tal fine, abbiamo deciso di studiare la distribuzione intorno 
alle isole di Langerhans delle cellule infiammatorie, quali linfociti, 
macrofagi e mastociti in pazienti con T1DM e T2DM, ed abbiamo in 
seguito approfondito in particolare lo studio delle caratteristiche delle mast-
cellule. 
I risultati descritti in questa Tesi sono stati ottenuti utilizzando campioni di 
pancreas prelevati da donatori multi-organo appartenenti a tre gruppi 
diversi: controlli non diabetici (n=8), pazienti con T1DM (n=5) e pazienti 




Analisi al microscopio ottico  
La figura 8 illustra l’aspetto di una tipica isola di Langerhans umana quando 
si osservano al microscopio ottico sezioni semisottili di 500 nm, colorate 
con blu di toluidina. Intorno all’isola pancreatica, contenente cellule α, β, e 
δ, si possono osservare acini di tessuto esocrino, caratterizzati dalla 
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- Studio al microscopio ottico delle cellule infiammatorie 
nel tessuto pancreatico 
Le figura 9 e 10 mostrano l’aspetto al microscopio ottico delle  mast-cellule.  
Queste sono cellule con una forma tondeggiante o fusata dal diametro di 20-
30 µm. Sono generalmente munite di un discreto corredo mitocondriale, 
reticolo endoplasmatico e un piccolo apparato di Golgi. Il nucleo è 
reniforme e presenta cromatina dispersa. La loro principale caratteristica 
morfologica distintiva è rappresentata dalla presenza, nel citoplasma, di 
numerosi granuli tondeggianti, omogenei nell'uomo, solubili in acqua, che si 
colorano metacromaticamente con i coloranti basici come il blu di toluidina 
(come è mostrato dall’ingrandimento in figura 10). 
La figura 11 illustra invece le caratteristiche morfologiche di macrofagi e 
linfociti.  
I macrofagi sono cellule mononucleate tissutali che appartengono al sistema 
dei fagociti e rappresentano la forma tissutale dei monociti, (leucociti più 
grossi: 16-20 µm). I macrofagi presenti nel tessuto connettivo in condizioni 
normali sono definiti “non attivati”, ma in caso di danno tissutale hanno la 
capacità di migrare verso il sito di infiammazione e prendono il nome di 
macrofagi “attivati”. Il loro spostamento è determinato da fattori 
chemiotattici e dall’ondulazione della membrana plasmatica, con 
movimento ameboide. Sono caratterizzati da un ampio citoplasma, 
vacuolizzato con un nucleo ovale spostato alla periferia (Fig. 11).  
La loro funzione principale è la fagocitosi, meccanismo con il quale 
inglobano ed eliminano batteri, virus, cellule tumorali, cellule ematiche 
invecchiate, molecole dannose all’organismo.  





	  	  	  	  	  
	  	  Figura	  9	  	  Mast-­cellule	  al	  microscopio	  ottico 	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  Figura	  10	  	  Ingrandimento	  di	  una	  mast-­cellula	  al	  microscopio	  ottico	  
	  
	  	  	  	  	  Figura	  11	  	  Microscopia	  ottica	  di	  mast-­cellule,	  macrofagi	  e	  linfociti 
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Insieme ai linfociti e alle plasmacellule, rappresentano le cellule 
caratteristiche delle flogosi croniche. 
I linfociti invece sono cellule presenti nel sangue e rappresentano tra il 20 e 
il 40% dei leucociti. I linfociti, anche se tutti morfologicamente simili, in 
realtà sono funzionalmente eterogenei; questo tipo cellulare comprende due 
classi principali di elementi, linfociti T e B. I linfociti circolano nel sangue e 
nella linfa ed infiltrano i tessuti connettivi ed epiteliali; essi sono anche 
presenti nel midollo osseo e costituiscono la massa principale del timo, dei 
linfonodi, della polpa bianca della milza, nonché degli ampi accumuli 
linfatici disseminati nelle pareti del tubo intestinale e delle vie aeree ed 
escretrici urinarie. 
Presentano una specifica e diversa capacità di riconoscere i vari antigeni e le 
loro dimensioni variano nei diversi organi e nelle diverse situazioni 
funzionali da 7 a 15 µm. Sono cellule caratterizzate dalla mancanza di 
granulazioni specifiche, con un nucleo rotondeggiante situato centralmente e 
da un citoplasma che presenta vari gradi di basofilia (vedi Fig. 11).   
 
	  	  	  	  	  	   
Utilizzando le caratteristiche morfologiche finora descritte, sulle sezioni 
semisottili di tessuto pancreatico osservate al microscopio ottico, è stato 
effettuato un conteggio del numero delle tre diverse cellule infiammatorie 
(mastociti, linfociti e macrofagi) nella regione peri-insulare nei tre gruppi  
sperimentali presi in esame. I risultati di tale conteggio sono illustrati nella 
tabella 2 e nel grafico 1. 
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  Tabella	  2 
 
 
	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  Grafico	  1                                                        
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Sulle stesse sezioni di tessuto pancreatico abbiamo determinato la densità di 
superficie (per mm2) dei mastociti calcolandola su tutto il tessuto 
pancreatico e non solo nella regione immediatamente circostante le isole, 
ottenendo i risultati illustrati nella tabella 2 (grafico 2). 
 
DENSITA’ DI SUPERFICIE (per mm2) 
Ctrl     (n=5)       12.12 ± 2.34 
T1DM (n=3)       18.13 ± 0.76 
T2DM (n=3)        8.90 ± 0.35  
 
	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Grafico	  2 
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Nel complesso i dati da noi ottenuti indicano che nel tessuto pancreatico dei 
pazienti affetti da T1D è presente una quantità di mast-cellule, specialmente 
nella regione peri-insulare, significativamente più elevata rispetto a quella 
riscontrabile nel tessuto pancreatico sia dei controlli  non diabetici che dei 




Analisi delle mast-cellule con tecniche di 
immunoistochimica  
Le tecniche di immunoistochimica possono essere utilizzate per identificare 
la presenza di antigeni (appartenenti sia a costituenti normali che patologici 
dei tessuti) situati sulla superficie cellulare ed offre rispetto alla semplice 
analisi istochimica una maggiore specificità di determinazione.  
Poiché  i mastociti storicamente sono stati ben descritti e definiti nello 
sviluppo delle reazioni allergiche mediate dalle IgE, abbiamo deciso di 
osservare al microscopio ottico campioni di tessuto pancreatico  per il 
rilevamento con tecniche di immunoistochimica di: 
✓ cellule CD117 (c-Kit)  
✓ IgE legate al ricettore di membrana   
 
CD117 o c-Kit è infatti considerato un marker di superficie specifico per le 
mast-cellule (Dahl et al., 2004). CD117 è una proteina transmembrana dal 
peso molecolare di 145 kDa, appartenente alla famiglia del recettore tirosina 
chinasi di classe III. La regione extracellulare consiste di cinque domini 
	   57	  
immunoglobulino-simili, nei quali il secondo e terzo loop sono 
probabilmente implicati nel legame con i ligandi. Il ligando naturale di 
CD117 è stato chiamato fattore delle cellule staminali (SCF), stem cell 
factor,  oppure fattore di crescita dei mastociti. CD117 è stato identificato 
originariamente come un antigene associato alla leucemia mieloide acuta ed 
è stato dimostrato essere anche un marker dei mastociti tissutali, delle 
cellule staminali ematopoietiche e delle cellule progenitrici del midollo 
osseo umano normale. La maggior parte delle cellule midollari CD117-
positive (50-70%), co-esprimono CD34 e comprendono le cellule 
progenitrici e i loro precursori di tutte le linee ematopoietiche. 
Fatta eccezione per i mastociti, CD117 risulta essenzialmente assente nelle 
cellule ematopoietiche mature. 
L’esame immunoistochimico rivela la presenza nel tessuto pancreatico di 
elementi cellulari di forma allungata positivi al CD117 (solo cellule 
rotondeggianti compatibili con mastociti), confermando quanto osservato 
sulla base delle semplici caratteristiche morfologiche (Fig 12).  
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Analisi delle mast-cellule al microscopio ottico 
I dati finora descritti indicano che nel pancreas di pazienti con T1DM è 
presente una quantità di mastociti nell’infiltrato peri-insulare 
significativamente maggiore di quella presente nei controlli non diabetici e 
nei pazienti con T2DM.  
A conferma di ciò, le figure 13 e 14 mostrano la differente distribuzione dei 
mastociti intorno ad un isolotto pancreatico in un paziente di controllo ed in 
un paziente affetto da diabete di tipo 1. 
Pertanto abbiamo ritenuto opportuno approfondire ulteriormente lo studio 
delle caratteristiche morfologiche di queste cellule e del loro grado di 
attivazione, sia nell’infiltrato peri-insulare che all’interno delle stesse isole 
di Langerhans. 
 
La figura 15 mostra un caratteristico quadro di degranulazione di una mast-
callula evidenziata nella regione peri-insulare del pancreas di un paziente 
con T1DM.  
In effetti i nostri risultati indicano che nei pazienti affetti da T1DM è 
frequente il riscontro di tipici mastociti attivati (degranulati) intorno alle 
isole di Langerhans, come è ulteriormente confermato dalla figura 16. 
Nei pazienti affetti da T2DM invece il tessuto pancreatico appare molto più 
ricco di grasso (Fig.17) ed inoltre il numero di mast-cellule è molto scarso, 
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  Figura	  16	  	  Degranulazione	  delle	  mast-­‐cellule	  in	  caso	  di	  T1DM	  al	  microscopio	  ottico 
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  Figura	  17	  Microscopia	  ottica	  di	  un’isola	  pancreatica	  umana	  in	  un	  paziente	  con	  T2DM 
 
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figura	  18	  Microscopia	  ottica	  di	  un’isola	  pancreatica	  umana	  in	  un	  	  paziente	  con	  T2DM	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Un’altra caratteristica distintiva del tessuto pancreatico dei pazienti affetti 
da T1DM consiste nell’osservazione che in esso i mastociti possono essere 
osservati con una certa frequenza non solo nella regione peri-insulare, ma 
anche all’interno delle stesse isole di Langherans. La figura 19 mostra 
appunto una mast-cellula all’interno di un isolotto pancreatico di un 




	  	  	  	  	  	  	  Figura	  19	  	  Microscopia	  ottica	  di	  una	  mast-­‐cellula	  all’interno	  di	  un’isola	  	  
	  	  	  	  	  	  	  pancreatica	  umana	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Analisi al microscopio elettronico 
Per completare la caratterizzazione morfologica delle cellule infiammatorie, 
ed in particolare dei mastociti, nel tessuto pancreatico di pazienti con 
diabete mellito, abbiamo studiato l’ultrastruttura dei nostri campioni al 
microscopio elettronico.  
Al microscopio elettronico le mast-cellule presentano un nucleo grande, 
spesso in posizione eccentrica, con un contorno molto irregolare. I granuli 
citoplasmatici circostanti rappresentano la caratteristica dominante dei 
mastociti (Fig. 20).  
La figura 21 mostra alcuni esempi di mast-cellule nel tessuto pancreatico di 
pazienti con T1DM. Si può facilmente notare la presenza di un nucleo molto 
grande mentre il citoplasma è caratterizzato dalla presenza di numerosi  
granuli, che al microscopio elettronico appaiono scuri (elettrondensi). E’ 
noto che tali granuli, caratteristici delle mast-cellule, sono ricchi di istamina 
e proteasi. 
Al microscopio elettronico abbiamo analizzato anche le caratteristiche 
ultrastrutturali delle altre cellule tipiche dell’infiammazione, come i 
macrofagi, i linfociti ed i neutrofili. 
La figura 22 mostra l’aspetto tipico di queste cellule osservate al 
microscopio elettronico nel tessuto pancreatico di pazienti affetti da T1DM.  
Al microscopio elettronico si distinguono bene i macrofagi, che appaiono 
come cellule tondeggianti, fusiformi o stellate con un diametro di 10-30 µm, 
provvisti di estroflessioni citoplasmatiche simili a villi ed un nucleo molto 
grande.  
 







	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  Figura	  20	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  una	  mast-­‐cellula	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  Figura	  21	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  mast-­‐cellule	  nel	  tessuto	  pancreatico	  di	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  pazienti	  T1DM	  





Figura	  22	  	  Microscopia	  elettronica	  delle	  cellule	  infiammatorie	  nel	  tessuto	  pancreatico	  di	  
pazienti	  T1DM	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La figura 23 mostra un macrofago durante la fagocitosi. Nel citoplasma si 
possono osservare l'apparato di Golgi e il reticolo endoplasmatico rugoso, 
che sono molto sviluppati. Sono inoltre presenti numerosi lisosomi e 
fagosomi.  
Le caratteristiche ultrastrutturali di mast-cellule e macrofagi sono state 
analizzate in particolare nelle regioni peri-insulari del pancreas di pazienti 
con T1DM (Figure 24 e 25).  
Come si può ben notare dalle immagini al microscopio elettronico, la 
caratteristica principale delle mast-cellule è rappresentata dal citoplasma 
ricco di granuli. Nei campioni di pazienti affetti da diabete di tipo 1, anche 
al microscopio elettronico è stato possibile osservare la tipica 
degranulazione dei mastociti intorno all’isolotto pancreatico. La figura 26 
mostra una mast-cellule in fase di degranulazione, con i granuli vicino alla 
membrana plasmatica. Inoltre l’immagine al microscopio elettronico 
permette di evidenziare che, in caso di attivazione, i granuli appaiono come 
corpi chiari e non elettrondensi, a causa del rilascio del loro contenuto. 
 
Infine, la microscopia elettronica ha permesso di confermare la presenza di 
tipiche mast-cellule, con spesso segni evidenti di attivazione funzionale, 
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Figura	  24	  	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  mast-­‐cellule	  intorno	  alle	  isole	  pancreatiche	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Figura	  25	  	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  macrofagi	  intorno	  alle	  isole	  pancreatiche	  	  
	  




	  	  	  	  	  	  	  Figura	  26	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  una	  mast-­‐cellula	  in	  fase	  di	  degranulazione 
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  Figura	  27	  	  	  Microscopia	  elettronica	  di	  mast-­‐cellule	  all’interno	  delle	  isole	  pancreatiche 
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DISCUSSIONE 
I mastociti sono cellule multi-effettrici con un'ampia distribuzione in 
differenti parti del corpo e tradizionalmente il loro ruolo è stato ben definito 
nell’ambito delle reazioni di ipersensibilità mediate dalle IgE (Anand et al., 
2012). Recenti studi con modelli animali hanno però suggerito la 
partecipazione delle mast-cellule allo sviluppo dell’obesità e del diabete (Xu 
and Shi, 2012).  
Le mast-cellule esercitano le loro funzioni fisiologiche e patologiche 
rilasciando il contenuto dei loro granuli (Xu and Shi, 2012). 
I mediatori secreti dalle mast-cellule possono essere preformati, e quindi 
rapidamente rilasciati in caso di stimolazione, oppure essere sintetizzati de 
novo quando i mastociti vengono attivati (Xu and Shi, 2012). 
I mediatori preformati includono principalmente istamina, eparina, 
serotonina, citochine (come ad es. TNF-α), fattori chemotattici, triptasi, 
chimasi e carbossipeptidasi A. I mediatori sintetizzati de novo sono 
rappresentati invece dai metaboliti dell’acido arachidonico, i leucotrieni C4 
e D4, la prostaglandina-D2, il fattore attivante le piastrine (PAF)  ed i 
radicali liberi (ROS). La maggior parte di questi mediatori è implicata nella 
patogenesi di malattie cardiovascolari e di disordini metabolici, come il 
diabete mellito  (Xu and Shi, 2012). 
Le mast-cellule sono dunque altamente granulate e la loro degranulazione 
può essere innescata da un’ ampia varietà di stimoli, sia immunologici che 
non-immunologici (Anand et al., 2012). 
Come conseguenza del rilascio dei diversi mediatori infiammatori contenuti 
nei loro granuli, le mast-cellule sono in grado di produrre profondi 
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cambiamenti nella fisiopatologia di vari organi, che a loro volata possono 
essere responsabili dello sviluppo di malattie autoimmuni come il diabete 





Figura	  25.	  	  	  Lo	  schema	  illustra	  i	  possibili	  meccanismi,	  mediati	  dai	  mastociti,	  che	  




I meccanismi biologici alla base del coinvolgimento delle mast-cellule nella 
patogenesi diabete mellito devono ancora essere chiariti, anche se recenti 
studi con modelli animali ed umani hanno confermato l’importante ruolo dei 
macrofagi e dei mastociti nello sviluppo di malattie cardiovascolari e 
metaboliche (Xu and Shi, 2012). Infatti sia le mast-cellule che i macrofagi, 
sebbene utilizzino meccanismi differenti, rilasciano citochine, chemochine 
ed altri mediatori pro-infiammatori capaci di influenzare profondamente le 
cellule dell’endotelio vascolare e le cellule coinvolte nella risposta 
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infiammatoria ed immunitaria come ad esempio i linfociti T (Xu and Shi, 
2012).  E’ stato infatti dimostrato che la deficienza di citochine 
infiammatorie secrete dai mastociti ha effetti inibitori sulla patogenesi 
dell’aterosclerosi, dell’obesità e del diabete  (Xu and Shi, 2012). 
 
Il diabete di tipo 1 è un classico esempio di patologia autoimmune organo-
specifica; nel pancreas infatti si scatena la reazione infiammatoria con 
l'infiltrazione linfocitaria nelle isole di Langerhans, definita "insulite" 
(Myung-Shik Lee, 2011).  
Questa malattia è caratterizzata dall'attivazione dell'immunità adattativa 
specifica contro gli antigeni delle cellule β-pancreatiche (Myung-Shik Lee, 
2011). Anche l'immunità innata riveste comunque un ruolo cruciale 
nell'organizzazione e nel mantenimento dell'immunità specifica (Myung-
Shik Lee, 2011). 
 
Quindi, insieme alla presenza di auto-anticorpi circolanti diretti contro gli 
antigeni β-cellulari, l’infiltrato linfocitario è stato considerato una prova 
evidente dell’eziologia (auto)immune della malattia (Campbell-Thompson 
et al., 2013). 
  
Le cellule T sono considerate i mediatori primari nella patogenesi del 
T1DM nell'uomo e nei topi (Geoffrey et al., 2013). Ciò è supportato dal 
fatto che la precoce timectomia, sia nei topi NOD che nei topi BB, è in 
grado di prevenire lo sviluppo della malattia (Geoffrey et al., 2013). I 
dettagli relativi ai meccanismi molecolari responsabili dell’attivazione 
dell'immunità specifica nel corso della patogenesi del T1DM rimangono 
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almeno in parte ancora da chiarire.  
E’ stato ipotizzato che varie tipologie di stress (infezioni, iperglicemia, 
iperlipidemia), l'apoptosi cellulare e/o la produzione di citochine potrebbero 
inizialmente indurre il reclutamento delle cellule APC (cellule dendritiche, 
macrofagi, mast-cellule). Queste cellule probabilmente vengono attivate 
all'interno delle isole di Langerhans, legano gli antigeni β-cellulari e poi 
migrano ai linfonodi. Qui gli antigeni β-cellulari sono presentati alle cellule 
T, con conseguente attivazione della risposta immunitaria specifica 
(Geoffrey et al., 2013). La morte per apoptosi delle cellule β-pancreatiche 
nel diabete di tipo 1 potrebbe quindi rappresentare la fase finale di una 
risposta autoimmune predominante (mediata dalla via estrinseca), insieme 
all'attivazione del pathway di NFkB (Lee and Pervaiz, 2006). 
Un ruolo fondamentale viene attribuito all’intervento di fattori ambientali  
capaci di indurre citolisi delle cellule β-pancreatiche e quindi di scatenare il 
processo che porta allo sviluppo di una reazione autoimmunitaria e si 
conclude con la comparsa della malattia. Fra i fattori ambientali scatenanti 
chiamati in causa,  le evidenze sperimentali più convincenti hanno 
riguardato il ruolo di infezioni virali (enterovirus, virus della rosolia, 
rotavirus, cytomegalovirus, coxsackievirus) che possono determinare la 
rottura della tolleranza al "self" attraverso l'espressione di antigeni virali, i 
quali mostrano omologie con gli autoantigeni β-cellulari (Espinoza-Jiménez 
et al., 2012). Si tratta del cosiddetto meccanismo di "mimetismo 
molecolare" che rappresenta una delle ipotesi più accreditate per spiegare lo 
sviluppo dell'autoimmunità nel diabete di tipo 1 (Espinoza-Jiménez et al., 
2012).  
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Sulla base di queste premesse ci è sembrato interessante studiare il possibile 
coinvolgimento delle mast-cellule nella patogenesi del diabete mellito ed in 
particolare della sua forma a patogenesi autoimmunitaria nota anche come 
diabete di tipo 1 (T1DM).  
In sintesi i risultati da noi ottenuti mostrano in maniera abbastanza chiara 
che il numero delle mast-cellule è significativamente maggiore nelle regioni 
peri-insulari del pancreas di pazienti affetti da T1DM rispetto alle stesse 
regioni del pancreas di controlli non diabetici o di pazienti affetti da T2DM. 
Nei pazienti con T1DM queste cellule sono state ritrovate anche all'interno 
delle isole pancreatiche, dove spesso mostrano segni evidenti di attivazione 
funzionale.  
Queste osservazioni, sia pure assolutamente non conclusive, sono indicative 
di un possibile ruolo, tuttora da studiare nei suoi dettagli, delle mast-cellule 
nella patogenesi del T1DM.  
I meccanismi attraverso i quali le mast-cellule possono contribuire 
all'insorgenza del diabete mellito di tipo 1 sono tuttora oggetto di 
speculazione. Il rilascio dei mediatori contenuti nei loro granuli (ammine 
vasoattive, citochine e chemochine, e varie proteasi) potrebbe rappresentare 
un ovvio meccanismo attraverso il quale le mast-cellule potrebbero 
influenzare la fisiopatologia del tessuto pancreatico (Anand et al., 2012). Le 
citochine rilasciate dai mastociti potrebbero anche agire sulle cellule beta 
del pancreas endocrino inducendo stress del reticolo  o alterazioni a livello 
dei mitocondri (Cnop et al.,2005). Esiste pertanto un'intrigante possibilità 
che si instauri un precoce dialogo, indotto e regolato dalle citochine 
rilasciate dai mastociti, tra nucleo, mitocondri e reticolo endoplasmatico che 
potrebbe influenzare il destino delle β-cellule, indirizzandole o meno verso 
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l'apoptosi (Cnop et al.,2005).   
A questo proposito è interessante notare che i nostri dati riguardanti l'analisi 
ultrastrutturale delle mast-cellule nell'infiltrato peri-insulare, come pure 
all’interno delle stese isole, hanno evidenziato chiari segni di attivazione 
funzionale (degranulazione) di queste cellule, in accordo con quanto 
previsto dall’ipotesi patogenetica sopra descritta. 
 
In conclusione quindi i nostri risultati, sia pure del tutto preliminari, 
indicano abbastanza chiaramente che i mastociti potrebbero svolgere un 
ruolo finora parzialmente trascurato nello sviluppo del diabete di tipo 1, i 












	   82	  
BIBLIOGRAFIA 
Anand P, Singh B, Jaggi A.S., Singh N. (2012)  Mast cells: an expanding 
pathophysiological role from allergy to other disorders. Naunyn-
Schmiedeberg's Arch Pharmacol 385: 657-670. 
 
Atkinson M.A., Eisenbarth G. (2001) Type 1 diabetes: new perspectives in 
disease pathogenesis and treatment. Lancet. 358: 221-29. 
 
Borchers A, Uibo R, Gershwin M.E. (2010) The geoepidemiology of type 1 
diabetes. Autoimmunity Rewiews 9 A355-A365. 
 
Bluestone J,  Herold K, Eisenbarth G. (2010) Genetics, pathogenesis and 
clinical interventions in type 1 diabetes. Nature. 464: 1293-1300. 
 
Campbell M.L., Atkinson M.A., Butler A.E., Chapman N.M., Frisk G, 
Gianani R, Giepmans B.N., von Herrath M.G., Hyoty H, Kay T.W., 
Korsgren O, Morgan N.G., Powers A.C., Pugliese A, Richardson S.J., Rowe 
P.A., Tracy S, In't Veld P.A. (2013) The diagnosis of insulitis in human type 
1 diabetes. Diabetologia. DOI 10.1007/s00125-013-3043-5. 
 
Chang-Chen K.J., Mullur R, Bernal-Mizrachi E. (2008) β-cell failure as a 
complication of diabetes. Rev Endocr Metab Disord. 9: 329-343. 
 
Chmelar J, Chung Kyoung-Jin, Chavakis T. (2013) The role of innate 
immune cells in obese adipose tissue inflammation and development of 
insulin resistance. Thrombosis and Haemostasis 109.3 1-8. 
 
Cnop M, Welsh N, Jonas JC, Jörns A, Lenzen S, Eizirik DL. (2005) 
Mechanisms of pancreatic beta-cell death in type 1 and type 2 diabetes: 
many differences, few similarities. Diabetes. 54 Suppl 2: S97-107. 
 
Dahl C, Hoffmann HJ, Saito H, Schiøtz PO. (2004) Human mast cells 
express receptors for IL-3, IL-5 and GM-CSF; a partial map of receptors on 
	   83	  
human mast cells cultured in vitro. Allergy. 59(10): 1087-1096. 
 
Donath M.Y., Storling J, Maedler K, Mandrup-Poulsen T. (2003) 
Infiammatory mediators and islet β-cell failure: a lonk between type 1 and 
type 2 diabetes. J Mol Med. 81: 455-470. 
 
Dotta F, Galleri L, Sebastiani G, Veldrame F. (2010) Virus infections: 
lessons from pancreas histology. Curr Diab Rep 10: 357-361. 
 
Espinoza-Jimenez A, Peòn N.A., Terrazas L.i. (2012) Alternatively 
activated macrophages in types 1 and 2 diabetes. Mediators of 
Inflammation. Volume 2012, Article ID 815953, 10 pages. 
 
Geoffrey R, Jia S. Kwitek A.E., Woodliff J, Ghosh S, Lernmark A, Wang 
X, Hessner M.J. (2006) evidence of a functional role for mast cells in the 
development of type 1 diabetes mellitus in the BioBreeding rat. J Immunol. 
177: 7275-7286. 
 
Jia-Ming Xu, Guo-Ping Shi (2012) Emerging role of mast cells and 
macrophages in cardiovasculare and metabolic diseases. Endocrine 
Reviews. 33: 71–108. 
 
Kim Jasoon K. (2010) Inflammation and insulin resistance: an ild story with 
new ideas. Korean Diabetes J. 34: 137-145. 
 
Kolb H, Mandrup-Poulsen T. (2010) The global diabetes epidemic as a 
consequence of lifestyle-induced low-grade inflammation. Diabetologia. 53: 
10-20. 
 
Lee Shao Chin, Pervaiz Shazib (2006) Apoptosis in the pathophysiology of 
diabetes mellitus. The International Journal of Biochemestry & Cell Biology 
39: 497-504. 
 
Myung-Shik Lee (2001) Role of innate immunity in diabetes and 
	   84	  
metabolism: recent progress in the study of inflammasomes. Immune 
Network. 11: 95-99. 
 
Peter In't Veld. (2011) Insulitis in human type 1 diabetes. Landes 
Bioscience Islets 3:4, 131-138. 
 
Pino S.C., Kruger A.J., Bortell R. (2010) The role of innate pathways in 
type 1 diabetes pathogenesis. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 17(2): 
126-130.   
 
Prentki M. Nolan C.J. (2006) Islet β cell failure in type 2 diabetes. The 
Journal of Clinical Investigation. Volume 116 Number 7 1802-1812. 
 
Shi Michael A., Shi Guo-Ping. (2012) Different roles of mast cells in 
obesity and diabetes: lessons from experimental animals and humans. 
Frontiers in Immunology. Volume 3| Article 7| 1-12. 
 
Walker M.E., Hatfiel J.K., Brown M. (2012) New insights into the role of 
mast cells in autoimmunity: evidence for a common mechanism of action? 
Biochimica et Biophysica Acta. 1822: 57-65. 
 
Weller C.L., Collington S.J., Williams T, Lamb J.R. (2011) Mast cells in 
health and disease. Clinical Science. 120: 473-484. 
